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Fathead Minnow  P.promelas  21.8  130  Ewell et al. 1986 
Worm  D.tigrina  11.3  130  Ewell et al. 1986 
















































































































































































































































































































































































0  217  0%  0% (± 0) 
12.5  238  0%  5% (± 0.1) 
25  259  0%  0% (± 0) 
37.5  281  0%  10% (± 0.1) 
50  302  0%  50% (± 0.2) b,c 


























































































































































































































  LC50 (mg Co/L)  95% Confidence Intervals  LSD
a Intervals 
Moderately Hard  
100 mg CaCO3/L  12  (10, 14)  (11, 13) 
Hard                   
180 mg CaCO3/L  18  (17, 20)  (17, 19) 
Very Hard          









































































































































































































































































































































































  LC50 (mg Co/L)  95% Confidence Intervals  LSD
a Intervals 
Study #1  50  (44, 56)  (46, 54) 
Study #2                
100 mg CaCO3/L  12  (10, 14)  (11, 13) 
Study #2                
180 mg CaCO3/L  18  (17, 20)  (17, 19) 
Study #2                















































































  LC50 (mg Co/L)  95% Confidence Intervals  LSD Intervals
a 
100 mg CaCO3/L  28  (24, 32)  (25, 31) 
180 mg CaCO3/L  48  (43, 53)  (44, 52) 








































































































































































































































































































































































































































































































  Nominal (mg Co/L)  Mean (±S.D. a)  Range 
0  0.0086 (± 0.0098)  0.0018–0.041 
1  1.06 (± 0.0547)  0.999–1.22 
2  2.15 (± 0.0795)  1.98–2.34 
4  4.31 (± 0.152)  4.02–4.59 
8  8.30 (± 0.3970)  6.88–9.09 
Moderately 
Hard 































































































































































































































































































































































































































Control  16  14  100  0  5%  0 
Cobalt/Match  14  12  100  10  35%a  10% 
Test A  2  19  100  10  95%b  10% 
Test B  30  2  100  10  30%c  26% 
Test C  27  24  180  10  5%  10% 
Test A Control   2  23  100  0  0  0 




















































































































pH  8‐8.3 b  8.2 (± 0.1)  8.3‐8.4   8.4 (± 0.04) 
Dissolved Oxygen (mg/L)  7.5‐7.9   7.8 (± 0.09)  7.7‐7.8   7.8 (± 0.05) 
Temperature (oC)  17‐18   17.1 (± 0.31)  17‐18   17.3 (± 0.52) 
Conductivity (µS)  331‐431   351 (± 17)  556‐577   565 (± 8.5) 
Ammonia (mg/L)  < 1.0  < 1.0 (± 0)  < 1.0  < 1.0 (± 0) 
Hardness (mg/L CaCO3)  102‐109  108 (± 16)  183‐188  166 (± 40) 
















































































































(Study #3)  28  <1  1  <1  >28 
96 hour Study 
(Study #3)  28  0.0086  1  0.093  <301 
The ACR is calculated by dividing the median lethal concentration from the short term study 
(Study #3) by the geometric mean of the lowest and no observed adverse effect concentrations 
(LOAEC and NOAEC, respectively). The geometric mean is established from the fissioning events 
that occurred in the long term study. The NOAEC could not be quantified for this study. The 
lower bound of the ACR is assuming the geometric mean is 1 mg Co/L. Based on the background 
level of cobalt in the dilution water determined by ICP‐AES, an upper bound could be calculated.  
a ACR = acute to chronic ratio = LC50/geometric mean of NOAEC and LOAEC=LC50/MATC 
b No Observable Adverse Effect Concentration 
c Lowest Observable Adverse Effect Concentration 
 
 
As seen with the ACRs from other cobalt toxicity studies, the length of the short term 
test greatly influences an ACR. For example, an ACR for cobalt toxicity in Dapnia magna was 
162, using acute data from a 48 hour study and 2.1 using 3‐week LC50 data (Kenaga 1981). 
Therefore, an ACR should be used cautiously with respect to species and time. A standard 
testing length should be followed for that particular species or one in a similar genus. An ACR in 
D.magna for iron was 2 (Kenaga 1981). For nickel, the element next to cobalt on the periodic 
table of elements, an ACR in D.magna was 15 but 48 for P.promelas (Kenaga 1981). The final 
ACR for cobalt toxicity in Dugesia dorotocephala, using the standard testing length of 96 hours 
for D.tigrina (ASTM 1996), was 28.  If, however, the 168 hour LC50 value (12 mg Co/L) is used, the 
ACR value would be 12. 
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V. Mechanisms  and Implications For Higher Organisms 
 
In Niyogi and Wood’s (2004) review of the development of the biotic ligand model, they 
describe the effect on respiration (in gills), when fish are exposed acutely to cationic metals, as 
being much less compared to the inhibitory effect on ion transporters. Copper and silver 
blocked sodium uptake while cadmium, zinc and cobalt blocked calcium uptake.  A similar 
mechanism is proposed in D. dorotocephala exposed to cobalt. A disruption in the osmotic 
gradient of the planaria through inhibition of the absorption of essential cations may explain the 
observed acute toxicity. According to the mortality data in this thesis, as calcium increased, 
mortality decreased. Thus, a calcium transporter may be a likely target that cobalt inhibits.  
The pathways to produce energy for a cell are disrupted by cobalt (Smith and Carson 
1981, p. 66).  Several identified pathways in the regeneration of planaria (Adell et al. 2010) could 
be disrupted by cobalt. Also, because cobalt induces a hypoxic–like state in humans, a similar 
condition may occur when planaria are exposed to cobalt. A hypoxic environment could trigger 
pathways yet to be identified involved with survival.  
Toxicity testing in higher mammals would not be beneficial due to the rarity of cobalt 
toxicosis. The diseases that have developed over time due to cobalt insufficiencies would 
warrant a better understanding of the mechanism of cobalt toxicity in mammals. Similarly, a 
more precise mechanistic view of the biotic ligand model for aquatic vertebrates and 
invertebrates would be useful. Investigation of the biochemical mechanisms observed in higher 
organisms would be of interest to understand the processes involved in cobalt toxicity in 
planaria.  
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VI. Limitations 
 
Some potential problems were noted during these studies. The ICP‐AES data showed a 
mean background cobalt concentration in the control of 8.6 µg Co/L in the 60 day chronic study. 
This background exposure could have influenced the results as the planaria would have been 
pre‐exposed to cobalt at this low level.  
Another potential source of cobalt exposure to planaria, presumably in the form of 
vitamin B12, was from the beef liver they were fed. This dietary contact may have affected their 
tolerance or sensitivity to the exposure solutions during the course of a study. A future study 
may consider an alternative food source investigating the dietary accumulation of cobalt in the 
planaria.  
Another limitation was the individual variation in observations. A lab technician could 
have recorded behavioral or regenerative characteristics somewhat differently compared to 
another technician working on the project. This was minimized by identifying one person to 
conduct all the observations for a particular endpoint in a study, if possible.   
The method to determine hardness differed by approximately ten percent depending on 
the two different methods used: calculation from ICP‐AES data and standard colorimetric 
indicator titration. Future work could consider hardness analysis by ICP‐AES, due to the 
heightened sensitivity, throughout the course of a study rather than after it has been 
terminated to evaluate ion concentrations. However, for the convenience of identifying the 
range of hardness during the study, titration values provide a good estimate to the actual total 
hardness concentrations.  
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VII. Future Work 
 
In the future, different salts could be used to assess the effects of different anions on 
the planaria. This pertains to the salts used for making the reconstituted water and the salt used 
to make the cobalt stock solution. Further, the calcium and magnesium studies should be 
repeated with a broader range of concentrations and replicates to permit more thorough 
modeling of the role of cations in cobalt toxicity.  
Coexposure to cobalt and other elements or compounds has been shown to reduce or 
increase absorption. Amino acids containing sulfur such as cysteine have been suggested to 
form stable complexes with cobalt reducing its availability for absorption (Southern and Baker 
1981). Coexposure to cobalt during iron deficiencies competitively inhibits iron absorption but 
increases cobalt absorption (Thomson et al. 1971). Cobalt exposure during zinc deficiencies 
increases zinc availability (Chung et al. 1988). Cobalt decreases ascorbate resulting in hypoxic 
stress (Salnikow et al. 2004).  
Experimental methods could be changed to assess certain endpoints more effectively. 
To ascertain regeneration data more accurately, post‐pharyngeal sectioning experiments with 
cobalt solution exposure could be done. The timing of regeneration could be controlled more 
stringently and no confusion would be made between a dysmorphic head or tail region versus a 
fissioning event.  
Using natural waters instead of synthetic or reconstituted water may be useful to 
understand the role of dissolved organic matter in planarian cobalt toxicity. In a study that 
analyzed cobalt and gill binding in O.mykiss, cobalt did not accumulate on or in the trout gills in 
a natural water and cobalt‐spiked water due to calcium competition and DOM complexation 
(Richards and Playle 1998).  
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